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摘要 : 介绍 一 种 检测 SDS- 聚 丙 米 栈 胺 凝 膀 电 泳 中 家 晶 幼 虫 蝇 白 的 新 方法 一 一 海流 银 梁 法 。 该 方法 对 传统 银 染 方法 中 的 试剂 
与 步骤 加 以 改进 , 省略 了 乙醇 固定 与 洗涤 步 又 , 只 需 20 min 即 可 完成 全 部 染色 过 程 , 且 仅 在 国产 分 析 纯 试剂 及 普通 操作 条 件 
下 ,灵敏 度 可 达 毫 微克 级 水 平 。 
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A new silver staining method for proteins of housefly in sodium dodecyl sulfate- 


polyacrylamide gel electrophoresis 

AN Chun-Ju, GENG Hua; LI De-Sen; DU Rong-Qian (College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China) 
Abstract: A new Na,S,0O, silver staining method is described for detecting the proteins of housefly separated by SDS- 
PAGE. In this staining method, besides the regents and steps are different from the classical silver staining method; 


fixation and ethanol washing are not necessary. Only twenty minutes were needed to complete the whole staining process. 


This method has a low demand for regents and manipulation, but can still reach the sensitivity level of nanogram. 
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家 量 Musca domestica 既是 一 种 重要 的 医学 昆 
虫 ,也 是 一 种 重要 的 资源 昆虫 , 据 柏 鸣 和 周 立 (2001) 
报道 ,家 晤 幼虫 经 过 诱导 后 ,体内 会 产生 一 些 有 广 谱 
抗菌 活性 的 和 蛋白/ 多肽 。SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
(SDS-PAGE) 技 术 是 蛋白 质 分 析 中 最 常用 的 手段 之 
一 。SDS-PAGE 分 离 后 的 蛋白 条 带 ,通常 采用 考 马 斯 
亮 蓝 进行 染色 。20 世纪 80 年 代 产 生 了 一 种 更 为 敏 
感 的 染色 方法 一 一 银 染 法 (Switzer et al.,1979)。 近 
几 年 义 相 继 报 道 了 许多 改进 的 银 染 方法 , 包括 二 胺 
银 染 法 、 无 二 胺 银 染 法 、 照 相 银 染 法 、 人 负片 银 染 法 和 
正片 银 染 法 《 李 永 明 等 ,2001)。 我 们 在 分 离 纯 化 家 
临 幼 忠 抗菌 蛋白 /多 肽 的 过 程 中 发 现 了 一 种 新 的 蛋 
白质 银 染 方法 ,该 方法 灵敏 度 高 ,相关 性 好 、 快 速 简 
便 , 称 之 为 海流 银 染 法 。 





1 材料 和 方法 
1.1 材料 
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家 蝇 幼 虫 由 本 实验 室 饲 养 。 供 试 大 豆 品 种 合 丰 
22 号 、 合 丰 25 号 、 合 丰 26 号 、 合 丰 29 号 、 东 农 40 号 
和 黑河 4 号 ,由 吉林 省 农业 科学 院 大 豆 研 究 所 惠 赠 。 
按照 安 春 菊 等 (2003 ?的 方法 提取 家 量 幼 虫 、 合 丰 22 
号 、 合 丰 25 号 、 合 丰 26 号 、 合 丰 29 号 、 东 农 40 号 和 
黑河 4 号 的 总 蛋白 ,依次 记 为 Pr、Py 、Ps、Py、Ps、 Pw 
和 P,; 低 分 子 量 标准 蛋白 购 自 Pharmacia 公司 , 牛 下 
清白 蛋白 (BSA) 购 自 Biotech 公司 。 

DYY-2 型 稳 压 稳 流 电泳 仪 和 DYCZ-28B 型 垂直 
电泳 槽 购 自 北 京 六 一 仪器 厂 , Image Master VDS 系统 
购 自 瑞士 Pharmacia Biotech 公司 。 

1.2 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 CSDS-PAGE》 

采用 不 连续 体系 (Sambrook et al.,1996), 浓缩 
胶 浓 度 为 3.75% ,分 离 腕 浓度 为 143% ,110YV 恒 压 电 
泳 至 指示 剂 进入 分 离 胶 后 ,以 220 V 恒 压 电泳 至 指 
示 剂 距 胶 底 约 1 cm 时 结束 电泳 。 

1.3 染色 方法 
电 沪 完毕 后 ,将 同一 块 胶 纵 剖 成 三 块 , 分 别 按 以 
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下 三 种 方法 进行 。 人 由 考 马 斯 亮 蓝 染色 : 按照 
Bradfordt1976) 的 方法 进行 。 外 传统 银 妆 法 : 按照 
Sambrook 等 (1996) 的 方法 进行 。 仿 海 波 银 兴 法 : 电 
泳 结束 后 , 取 胶 ,用 蒸 饮 水 剧烈 冲洗 3 次 ,每 次 30 s 
一 加 入 0.02 儿 的 NasS0,; 轻 摇 1 min 一 用 蒸 饮水 彻 
底 洗 3 次 ,每 次 30 s 一 加 入 约 5 倍 胶体 积 的 染色 液 
(0.29% AgNO; + 0.075 儿 甲醛 ), 轻 摇 15 min 一 倾 去 染 
色 液 ,用 蒸 饮水 洗涤 30 s 一 加 入 约 6 倍 胶体 积 的 显 
色 液 (6% NaCO; + 0.05 名 申 肯 + 0.0004% Na,S,0,)， 
轻 揪 1~3min 至 带 出 现 一 加 入 约 6 倍 胶体 积 的 终 
止 液 (5% 冰 乙酸 ) 停 上 显 色 反 应 。 
1.4” 凝 胺 染色 后 图 象 分 析 

将 染色 后 的 凝 胶 用 Image Master VDS 系统 扫描 
分 析 , 分 别 测定 不 同 点 样 量 的 BSA 带 的 积分 光 密度 
值 CIOD 值 ), 用 此 10D 值 表示 染色 强度 。 用 统计 分 
析 软 件 SASCStatistical Analysis System)6.12 版 分 析 数 
色 强 度 与 点 样 量 的 相关 性 ( 杜 荣 蹇 , 1999 )。 


29 kD 


14.3 kD 





184kD 一 





2 结 来 与 分 析 


2.1 三 种 方法 染色 效果 的 比较 

在 上 样 量 和 电泳 条 件 及 照相 条 件 完全 相同 的 情 
况 下 ,3 种 方法 的 染色 结果 见 图 1。 由 此 可 以 看 出 ， 
海 波 银 染 法 所 显示 的 蛋白 带 最 清晰 , 考 马 斯 亮 监 染 
色 的 效果 最 差 。 海 波 银 染 法 与 传统 银 染 法 相 比 ,分 
子 量 在 14 kD 以 上 的 蛋白 带 前 者 染色 效果 较 好 , 14 
kD 以 下 的 蛋白 带 后 者 染色 效果 较 好 , 重复 实验 结果 
表明 海 波 银 染 法 更 适合 较 大 分 了 于 量 的 蛋白 染色 。 此 
外 ,常规 考 马 斯 亮 蓝 染色 和 需 较 长 时 间 , 一般 8~ 10 h， 
有 时 还 需 过 夜 。 传 统 银 染 方法 所 需 时 间 相 对 有 所 缩 
短 ,一 般 2~4 h。 而 本 文 介 绍 的 海 波 银 染 法 据 弃 了 
上 述 两 种 方法 中 繁琐 的 固定 与 洗涤 步骤 , 在 灵敏 度 
不 变 的 情况 下 仅 需 20 min, 快速 简便 , 大 大 提高 了 工 
作 效 率 。 





图 1 三 种 方法 染色 效果 的 比较 
Fig. 1 Comparison of the staining results of three methods 
a: 考 马 斯 亮 蓝 染色 CBB staining: b: 传统 银 染 法 Qlassical silver staining; ce: 海 波 银 染 法 NazS D4 silver staining:; 1. 牛 血 清白 重 白 BSA; 
2. 分 子 量 标准 蛋白 Marker; 3. 蛋白 Protein. 


2.2 海 波 银 染 法 的 灵敏 度 

将 牛 血清 白 蛋 白 进 行 梯度 稀释 , 使 样品 含量 分 
别 为 1.0 pgs0.5 pgs0.3 pgs0.1 pgs0.05 pgs 0.025 
Kgs0.0125 pg\0.00625 pg, 经 海 波 银 染 法 染色 后 , 肉 
眼 仍 依稀 可 见 点 样 量 为 0.00625 pg 的 蛋白 条 带 ( 图 
2)。 可 见 海 波 银 染 法 尽管 省 略 了 许多 步骤 , 非常 简 
便 , 但 灵敏 度 所 受 影响 不 大 , 其 检 出 极限 仍 可 达 毫 微 
克 级 水 平 。 

此 外 ,我 们 用 该 方法 对 提取 的 不 同 大豆 品 种 籽 
粒 的 蛋白 进行 染色 ,从 图 3 可 以 看 出 , 海 波 银 染 法 染 
色 后 能 够 看 出 不 同 品种 大 豆 籽 粒 的 蛋白 表达 上 存在 
着 差异 (如 图 3 箭头 所 示 ), 从 另 一 方面 说 明了 海 波 


银 染 法 的 灵敏 度 足 以 满足 生化 实验 的 一 般 要 求 。 
2.3 海 波 银 染 法 中 染色 强度 与 蛋白 含量 间 的 相关 
性 

海 波 银 染 法 中 染色 强度 与 点 样 量 之 则 存在 一 定 
的 相关 性 ( 表 1)。 以 表 1 中 的 点 样 量 为 自 变 量 , 染 
色 强 度 为 因 变 量 , 应 用 SAS 软件 进行 统计 学 分 析 。 
经 过 几 种 拟 合 后 , 发 现在 本 研究 范围 内 染色 强度 与 
点 样 量 之 间 旺 二 次 多 项 式 回 归 关 系 或 线性 回归 关 
系 ,回归 方程 分 别 为 了 = 43.013 姑 + 417.75 多 一 
6.0572, 允 = 458.73 凶 一 8.9928。 它 们 的 相关 指数 分 
别 为 Rwgma) = 0.9712, R?gt， = 0.9705, 由 相关 指 
数 可 见 这 两 种 拟 合 方 式 均 能 说 明 当 色 强 度 与 蛋白 质 
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图 2 海 波 银 染 法 的 灵敏 度 检测 
Fig. 2 Detection of sensitivity of 
Na 5, 0, silver staining method 
1. 1.0 pg: 2. 0.5 pg: 3.0.3 pg: 4. 0.1 pg: 
5. 0.05 pg: 6. 0.025 pg: 7.0.0125 ng: 8. 0.00625 pg. 





图 3 大 豆 重 白 户 , - Pw 的 SDS- 
聚 丙 烯 酰胺 秦 胶 电泳 结果 
Fig. 3 Result of SDS-PAGE about Py - Pw 
1. P40; 2. P4:; 3.P29; 4.P26; 5.P25; 6. P22. 


表 1 海 波 银 染 法 中 染色 强度 与 点 样 量 之 间 的 关系 
‘Table 1 The relation of staining intensity and drip quantity 
in Na S, O, silver staining method 





点 样 量 (pg) ”染色 强度 (IQD) | 点 样 量 (jyg) ”染色 强度 CIOD) 
Drip quantity Staining intensity | Drip quantity Staining intensity 
1.0 447 .78 0.05 14.390 
0.5 260.63 | 0.025 10.813 
0.3 30.649 0.0125 8.2184 
0.1 24.606 0.00625 5.5620 


点 样 量具 有 很 好 的 相关 性 ,用 该 方法 能 从 染色 深浅 
上 较为 准确 地 判断 出 绰 白 质 舍 量 的 多 少 。 


3 讨论 
蛋白 质 银 染 的 确切 机 理 还 不 十 分 清楚 ,一 般 认 


为 是 银 离 子 与 重 白 质 以 盐 或 配 价 络 盐 的 形式 结合 ， 
然后 甲醛 将 银 离 子 还 原 为 可 见 的 银 颗 粒 ,进而 显示 


出 重 和 白带 来 CSwitzer et ol. ， 1979)。 本 文 介 绍 的 海流 
银 染 法 是 在 Switzer 银 染 法 (Switzer e al.;1979) 的 基 
础 上 ,参照 国内 学 者 对 银 染 法 的 改进 《朱平 等 , 1999; 
谭 魏 等 ,1999) 总 结 出 来 的 。 与 其 他 和 绰 白 质 染色 方法 
相 比 ,本 方法 省 略 了 乙 本 固定 与 洗 淋 的 步骤 ,非常 科 
便 快 速 ,但 不 影响 其 灵敏 度 , 并且 该 方法 对 仪器 及 试 
剂 的 概 求 较 低 ,全 部 操作 过 程 均 可 在 室温 下 进行 ,无 
需 加 温 人 处 理 ;所 用 的 化 学 试剂 种 类 少 且 均 为 国产 分 
析 纯 ,所 用 的 水 均 为 普通 蒸馏 水 。 这 一 方面 在 一 定 
程度 上 减轻 了 工作 量 , 男 一 方面 也 为 一 些 实验 条 件 
不 足 的 实验 室 提 供 了 一 种 检测 方法 。 

本 实验 还 发 现 ,海流 银 染 法 有 以 下 几 个 应 注意 
的 问题 :1) 电 泳 完毕 , 取 胶 后 应 用 藻 馈 水 反复 冲洗 
几 次 ,一 方面 可 以 避免 电泳 缓冲 液 干扰 染色 结果 , 另 
一 方面 也 可 以 尽 可 能 地 去 除 凝 胶 中 的 SDS, 以 避免 
显 色 反应 时 出 现 黄色 的 背景 而 影响 后 续 的 扫描 分 
析 .《2) 显 色 液 中 NasC0; 的 浓度 对 染色 背景 有 一 定 
的 影响 , 随 着 Na CO0, 浓度 的 增 大 , 凝 胶 背 最 将 逐 淹 
降低 ,本 实验 选用 2%、4 名 .6% 三 个 浓度 中 ,以 6 包 
Na, CO; 的 效果 最 好 。 此 外 ,实验 证 明 染 色 前 和 染色 
过 程 中 加 入 的 NaS$,0, 与 银 离子 形成 可 溶性 络 合 
物 ,可 以 减 小 显影 过 程 中 的 背景 染色 ,大 大 提高 成 像 
质量 , 《3)? 实 验 过 程 中 所 有 要 加 甲醛 的 深入 必需 现 
用 现 配 , 不 能 预先 配 好 , 因为 甲醛 在 空气 中 易 挥发 ， 
导致 实际 使 用 时 甲醛 的 浓度 不 足 。 

此 外 ,我 们 用 该 方法 对 提取 的 不 同 大 豆 品 种 籽 
粒 的 重 白 进行 染色 ,染色 效果 也 较 好 。 由 此 可 见 , 海 
波 银 染 法 不 仅 适 用 于 动物 重 白 的 SDS- 聚 两 烽 酰 胺 
凝 胶 电泳 染色 ,也 适用 于 植物 皇 白 的 SDS- 聚 丙烯 酰 
防 凝 胶 电 泳 染 色 , 有 着 较为 广泛 的 适用 性 。 
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